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RESUMO

Esta breve revisdo bibliografica busca contextualizar a molécula de acido hialuronico, este
que ¢ um biopolimero pertencente a familia dos glicosaminoglicanos, constituido por
unidades dissacaridicas de acido D-glicurénico (GlcA) e N-acetil-D-glicosamina (GlcNAc)
unidas por uma ligacdo glicosidica B-1,3. O polimero linear pode ser sintetizado tanto no
organismo dos vertebrados quanto na capsula de algumas bactérias e € rico em aplicagdes, ja
que sua molécula se destaca pelas caracteristicas fundamentais que sdo a biocompatibilidade,
higroscopicidade, viscoelasticidade, ndo imunogenicidade, sua capacidade de se degradar sem
liberar toxicidades e sua ampla faixa de MM. Com a demanda crescente do mercado estético,
a técnica de acido hialurdnico injetavel vem se tornando cada vez mais desejavel, uma vez
que a mesma se trata de uma técnica segura € minimamente invasiva. Além disso, sua
aplicabilidade vem se expandindo nas demais areas da medicina, como a oftalmologia e

traumatologia.

Palavras-chave: Acido hialuronico, biopolimero, higroscopicidade, viscoelasticidade.



ABSTRACT

This brief bibliographic review seeks to contextualize the hyaluronic acid molecule, which is
a biopolymer belonging to the glycosaminoglycan family, consisting of disaccharide units of
D-glucuronic acid (GlcA) and N-acetyl-D-glucosamine (GIlcNAc) joined by a bond B-1,3
glycoside. The linear polymer can be synthesized both in the organism of vertebrates and in
the capsule of some bacteria and is rich in applications, since its molecule stands out for its
fundamental characteristics, which are biocompatibility, hygroscopicity, viscoelasticity, non-
immunogenicity, its ability to degrade without release toxicities and its wide range of MM.
With the growing demand of the aesthetic market, the injectable hyaluronic acid technique
has become increasingly desirable, since it is a safe and minimally invasive technique. In
addition, its applicability has been expanding in other areas of medicine, such as

ophthalmology and traumatology.

Keywords: Hyaluronic acid, biopolymer, hygroscopicity, viscoelasticity.
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1. INTRODUCAO

A busca continua pelos tragos perfeitos faz com que a industria da estética avance cada
vez mais . Segundo a Associagdo Brasileira da Industria da Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosméticos (ABIHPEC), em 2021, o Brasil se encontrava em 4° lugar no ranking mundial de
Maior Mercado Consumidor, movimentando cerca de US$ 22,9 bilhdes, ficando atras apenas

dos EUA, China e Japdo, respectivamente 2/,

Atualmente existe um grande interesse em retardar o envelhecimento cutaneo, sendo a
pele, o maior 6rgao do corpo humano, desempenhando fungdes essenciais para a vitalidade,
atuando como barreira de defesa e regulacdo entre o meio interno e externo, responsavel pela
producdo de melanina, sintese de vitamina D, regulacdo térmica, prote¢do contra traumatismo
e identidade. Estima-se que esta faca parte de 16% do peso corporal humano, sendo

constituida por trés camadas: epiderme, derme e hipoderme (Figura 1) B3I,

Figura 1: As trés camadas cutaneas.

Camada gueratinizada
Epidermea —
Cristas epidérmicas
Junglo dermoepidérmica -
— Papila dérmica
Derme __
" Camada papilar
Hipoderme
Camada reticular

Gordura subcutinea

Septo de tecido conjuntivo

Fonte: Adaptado de https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/sistema-tegumentar

A camada superficial denominada epiderme ¢ avascular, sendo composta basicamente
de queratina, estratos germinativo, espinhoso, granuloso, licido e corneo. A camada

intermedidria € a derme, esta que atribui estrutura a pele, é vascularizada, formada por tecidos
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conjuntivos densos, que se subdividem em derme papilar e reticular, os mesmos que sao
constituidos por aproximadamente 70% de agua e 30% de fibras de coldgeno, elastina,
mucopolissacarideos ou glicosaminoglicanos . A {ltima camada, designada como
hipoderme ¢ estruturada por tecidos adiposos e tecidos conjuntivos frouxos vascularizados,
sendo responsavel por armazenar energia, oferecer protegdo mecanica e atuar como isolante

térmico (Figura 2) [,

Figura 2: As subdivisdes entre as camadas cutaneas.

Estrato basal
Porosudoriparo

Camada queratinizada - — Epiderme

Corpusculo tatil Derme

Camada papilar - Plexos vasculares dermais
Pélo ——— Camada reticular

Musculo eretor do pélo ~
Plexo vascular subdérmico

Glandula sebacea
~— Plexo subcutaneo

Corpusculo lamelar

. ; — Subcutaneo
Glandula sudoripara

- i - E i
Foliculo piloso asCia

Misculo "~ Mervos cutdneos

Artéria intramuscular Vela intramuscular == = rruail]

Fonte: Adaptado de https://www.kenhub.com/pt/library/anatomia/sistema-tegumentar

O envelhecimento da pele ¢ um processo natural, propiciado por fatores intrinsecos
(cronoldgico) e fatores extrinsecos (fotoenvelhecimento), sendo o primeiro de origem
genética e hereditéria, j4 o segundo relacionado a exposicao cutinea a radiagdo UV, poluicao

atmosférica, tabagismo, entre outros 1°*

Embora envelhecer se trate de um processo inevitavel, de principios bioquimicos, esta
¢ uma preocupacdo inserida cada vez mais precocemente na sociedade levando ao
crescimento de procura pelo mercado estético, tendo um aumento na demanda por técnicas
mais seguras e eficazes e menos invasivas, dentre estas técnicas se destaca o uso do acido

hialurdnico injetavel (],

O 4cido hialurénico ¢ um polimero linear, sintetizado tanto no organismo dos

vertebrados quanto na capsula de algumas bactérias, sendo encontrado em alguns 6rgdos e em
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todos os tecidos conjuntivos, como na pele, liquido sinovial, corddo umbilical, humor vitreo e

cartilagem, desempenhando significativa fun¢do estrutural para os tecidos "/,

Classificado como um polissacarideo, da familia dos glicosaminoglicanos, o acido
hialurénico (AH) ¢ constituido por unidades dissacaridicas de acido D-glicuronico (GIcA) e
N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) unidas por uma ligagdo glicosidica [-1,3, como

apresentado na figura 3 ®,

Figura 3: (a) Estrutura do Acido D- glicurénico, (b) Estrutura da N-acetil-D-glicosamina e

repetidas unidades dissacaridicas formando o polimero linear (¢) Acido Hialuronico.

H NH

in\
0
{a) (b)
COOH
CH-OH
A v o o
HO
O, D“““‘m.
OH
OH NHCOCH,

(c)

Fonte: Adaptado de SELYANIN, 2015

Esta molécula que conquistou o mercado estético atua preenchendo sulcos e areas do
rosto que necessitam de reposicao de volume, hidratando, devolvendo elasticidade e o aspecto
saudavel a pele, devido a sua alta higroscopicidade [°. A mesma est4 cada dia mais presente
em nosso cotidiano, compondo formulacdes de shampoos, hidratantes (capilares, corporais,
faciais e labiais), séruns, géis, cremes anti-idade, entre outros tantos produtos das linhas de

higiene, limpeza, maquiagens e outros produtos cosméticos 1.

E importante salientar que o AH, além da dermatologia, também executa papéis

fundamentais na oftalmologia e traumatologia, sendo empregado devido sua
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viscoelasticidade; em cirurgias oftalmologicas, como no caso da extragio de catarata [ e
tratamentos viscossuplementacgdo, que visa restaurar as propriedades reoldgicas e até mesmo

retardar cirurgias protéticas '],

O AH geralmente ¢ obtido pela extracdo de cristas de galos ou pela fermentagdo das
bactérias do tipo Streptococcus zooepidemicus. A obtengdo pelo processo fermentativo
apresenta maior rendimento, melhor controle, otimizagdo do processo, resultando em um

produto mais homogéneo e de favoravel purificagio 121,

O presente trabalho apresenta um levantamento bibliografico a fim de contextualizar a

molécula de acido hialurdnico, suas propriedades e aplicacdes.

2. OBJETIVOS

Este trabalho possui como finalidade contextualizar a molécula de acido hialurdnico,

suas propriedades e aplicagoes.

3. METODOLOGIA

A revisao bibliografica consiste em um trabalho cientifico, embasado por andlises e
selecdes de materiais relevantes sobre determinado tema, encontrados na literatura '3 O
conjunto de materiais que fundamentam a revisao bibliografica sao os livros, artigos e revistas

cientificas, teses, dissertacdes, entre outros 1.

Dentre as classes de revisdes bibliograficas, destacam-se a revisdo sistemdtica e
revisdo integrativa, sendo que uma busca responder algo especifico sobre determinado tema e
a outra ¢ caracterizada por ser mais ampla, realizando um estudo generalizado com a
finalidade de contextualizar o tema, respectivamente, sendo a ultima o caso do presente

trabalho 1,

A revisdo bibliografica ¢ imprescindivel para a elabora¢do de qualquer trabalho, visto
que a mesma proporciona um aprofundamento sobre o assunto de interesse, embasamento,
permite descobertas de avangos e lacunas, orientando assim o desenvolvimento das sucessivas

pesquisas [16)
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Este Trabalho de Conclusdo de Curso apresenta uma breve revisao da literatura sobre
a molécula de acido hialurdnico, suas propriedades, aplicacdes e sua atual relevancia. O
mesmo foi desenvolvido e contextualizado a partir de levantamento de dados realizados por
ferramentas de busca disponiveis na Web, como Google Académico, Mendeley, PubMed,
Periodicos Capes, SciELO e ScienceDirect, incluindo estudos em inglés e portugués,

excluindo assim trabalhos em outros idiomas.

Para o levantamento bibliografico também foram consultadas revistas pertinentes ao
tema e paginas eletronicas, tendo como descritores para busca ‘“4cido hialurénico”,
“glicosaminoglicanos”, “higroscopicidade”, “Streptococcus zooepidemicus”, “mecanismo de

acoes do AH” e suas respectivas conversdes para o inglés.

Os mesmos foram realizados no periodo de maio a novembro de 2022, incluindo
publicagdes a partir dos anos 2000. Como metodologia, criou-se a seguinte rota:
planejamento, determinagdo dos objetivos, andlise e selecdo de materiais, organizagdo e

contextualizac¢do das ideias a serem trabalhadas e desenvolvimento no trabalho.

4. ESTUDO DE LITERATURA
4.1. Historico do AH

Em 1934, os cientistas Karl Meyer e John Palmer, no Laboratorio de Bioquimica, na
Universidade da Columbia, em Nova York, isolaram a primeira molécula de AH, do humor
vitreo bovino, identificando a molécula como um polissacarideo contendo acido urénico, que

s30 acidos carboxilicos derivados por oxida¢do de uma aldose 7.

O nome da substancia descoberta possui como referéncia o local de seu isolamento,
vitreo que em grego ¢ “hyalos” e a estrutura presente na mesma que € o acido urdnico,

também conhecido por agticares urdnicos originando assim 4cido hialurénico 18],

Nos anos subsequentes a descoberta, isolaram AH de vérios tecidos de vertebrados,
como fluido articular, corddo umbilical e até da crista de galo. Constataram que se tratava de
um polissacarideo da familia dos glicosaminoglicanos (GAGs), porém o mesmo ndo era

sintetizado no complexo de Golgi e nem era sulfatado "%,

Em 1937, o bioquimico Forrest E. Kendall isolou o AH das capsulas de bactérias do

género Streptococcus do grupo A e C [ sendo este ocorrido considerado de grande
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relevancia e progresso cientifico, visto que a bactéria Streptococcus zooepidemicus ¢é a

principal fonte de AH da atualidade.

Ja em 1943, ap6s estudos realizados por Balazs e Piller, sobre as articulagdes do joelho
de um cachorro, notou-se a importancia do AH no revestimento interno e lubrificacdo das
articulagdes 2%, Pouco depois, em 1949, os cientistas Meyer e Ragan, publicaram sobre as
observagdes do hialuronano no liquido sinovial, sendo ele seu principal componente,

[20]

relacionando, pela primeira vez, a sua viscosidade '“", se tornando a base para diversos

estudos que contribuiram para a area da traumatologia.

Enquanto muitos cientistas focaram nas assimilagdes do AH e o organismo, os
quimicos buscavam a elucidacdo da sua estrutura, visto que naquela época nao havia técnicas
avangadas, como atualmente, que se pode contar com o RMN, Infravermelho e

Espectrometria de Massas 8],

Os primeiros resultados sobre uma possivel estrutura sairam ao analisar a cinética da
hidrolise enzimatica do AH, no processo fermentativo, realizado por Abert Dorfman, por

volta de 1948 211,

Dentre todos os experimentos e estudos da época que contribuiram para elucidagdo da
estrutura e conhecimento da molécula, vale destacar a descoberta de 1951, alcancada por A.G.
Ogston e J.E. Stanier, onde foi possivel consolidar propriedades que fazem esta substancia ser
essencial nas suas aplicagdes, que sdo a viscossuplementacdo e sua higroscopicidade.
Observaram que “a viscosidade e o gradiente de velocidade sdo diretamente proporcionais a
massa do polissacarideo, 0 mesmo em uma solu¢ao aquosa, realizava entrelagamentos com a
as moléculas vizinhas aumentando o gradiente de velocidade”, visto que estas moléculas

vizinhas sdo moléculas de dgua 22,

Foi entdo em um artigo publicado em 1954, que Meyer e Linker apresentaram a
estrutura de AH, constituida por unidades dissacaridicas de acido D-glicurénico (GIcUA) e N-
acetil-D-glicosamina (GlcNAc) unidas por uma ligagdo glicosidica -1,3, juntamente com sua

decomposigo realizada pela enzima hialuronidase 2!,

As descobertas das propriedades e aplicagdes andaram juntas na linha do tempo do
AH, visto que os primeiros experimentos trouxeram as bases para as principais areas de

aplicacdes atuais e o conjunto de pesquisas realizadas por cientistas de diversas areas
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consolidaram a molécula de AH. Na area de aplicacdes, destaca-se Endre A. Balazs, que

contribuiu para traumatologia, oftalmologia e dermatologia.

Como citado anteriormente, em 1943, juntamente com Piller, ele relata a influéncia do
AH no revestimento interno e lubrificacio das articulacdes [?°), sendo mais tarde, na década de
70, que as primeiras aplicagdes do AH foram realizadas em articulacdes de cavalos de corrida

que sofriam de artrite, obtendo bons resultados 18],

Ja na década de 50, o mesmo iniciou os estudos na area da oftalmologia, salientando o
possivel potencial de AH em tratamentos de deslocamento de retina, o que foi consolidado
por anos de estudos, hoje sendo utilizado em cirurgias oftalmologicas, como na extracao de

catarata 4.

Na dermatologia, as descobertas de suas aplicabilidades e beneficios iniciam-se em
1989, notando-se assim sua propriedade como preenchimento dérmico, além da sua
biocompatibilidade com o organismo e auséncia de imunogenicidade, originando assim sua

funcionalidade na industria da estética [*°!.

4.2. Propriedades do Acido Hialurdnico

O 4acido hialurdnico € um polimero linear, classificado como um polissacarideo, da
familia dos glicosaminoglicanos, de férmula molecular (Ci4H21NO11),, sintetizado tanto no
organismo dos vertebrados, quanto na capsula de algumas bactérias 8. Este é encontrado em
quase todos os 6rgdos e em todos os tecidos conjuntivos, como na pele, liquido sinovial,
corddo umbilical, humor vitreo e cartilagem, desempenhando significativa fungdo estrutural

para os tecidos U],

Os tecidos conjuntivos sdo constituidos basicamente de Substdncia Fundamental
Amorfa (SFA), células e fibras. Sendo responsavel por preencher e estruturar os tecidos,
transportar fluidos teciduais, armazenar substancias e protecdo mecanica. O mesmo se divide
em tecido conjuntivo frouxo e denso. O que os diferencia sdo suas composi¢des, sendo o
primeiro formado pelos elementos dos conjuntivos na mesma propor¢do € o segundo

abundante em fibras e pouco SFA [26],

A SFA ¢ caracterizada pela sua alta viscosidade e higroscopicidade, isto €, apresenta
maior resisténcia de um fluido ao escoamento e possui grande afinidade pelas moléculas de

agua, respectivamente. E composta por macromoléculas anidnicas, que sdo substancias
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organicas de elevado peso molecular, carregadas negativamente, sendo estas os
glicosaminoglicanos, proteoglicanos e glicoproteinas de adesdo ?°. E importante ressaltar que
todo polimero ¢ uma macromolécula, mas a reciproca ndo ¢ verdadeira, visto que, polimero
sdo macromoléculas constituidas por unidades de repeticdo, designados meros, ja ndo

necessariamente macromoléculas sdo constituidas de meros (Figura 4) 271,

Figura 4: Estruturas de macromoléculas a) asfalteno e b) AH
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Fonte: Adaptado de LUCAS, 2001

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos lineares (Figura 5), que
atuam preenchendo o espago extracelular e sdo exclusivos dos organismos de animais e
bactérias, logo ndo sendo encontrados em plantas. Sdo compostos por meros de dissacarideos,
estes que sdo constituidos pela liga¢do glicosidica entre dois monossacarideos, isto €, quando

um grupo hidroxila de uma molécula de agucar reage com o carbono anomérico de outra 28]
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Figura 5: Diferenga entre homopolissacarideos e heteropolissacarideos.

Homopolissacarideos Heteropolissacarideos
Mao Ramificado Duis tiposde  Mdltiplos tipos
ramificado mondmeros,  de mondmeros,
nao ramificado ramificado

Fonte: LEHNINGER, 2014

Os dissacarideos responsaveis pela formacdo dos glicosaminoglicanos, precisam
seguir uma regra, que consiste em: pelo menos um monossacarideo precisa ser a N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc) ou N-Acetilgalactosamina (GalNAc) e o outro um acido urdnico,

usualmente sendo o Acido D-Glicurdnico (GlcA) ou Acido L-Idurénico (IdoA) 2%,

O AH, como citado anteriormente, pertence a familia de glicosaminoglicanos, ¢
constituido por unidades dissacaridicas de acido D-glicurénico (GIcA) e N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc) unidas por uma ligacao glicosidica B-1,3 (Figura 6), deste modo
obedecendo a regra, contendo cerca de 50.000 unidades dissacaridicas, possuindo um peso

molecular proximo a 10 MDa 28],
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Figura 6: Ligacgdo glicosidica entre acido D-glicuronico (GlcA) e N-acetil-D-glicosamina

(GleNAc), formando acido hialurdnico.

(B1—3)

H OH CH,
Glch GlcMAC

Fonte: Adaptado de LEHNINGER, 2014

O AH se diferencia dos outros GAGs (Tabela 1), por ndo ser sulfatado, isto permite

lécula seja rigida e i (29] do cadei limérica b i
que sua molécula seja rigida e linear '“”', apresentando cadeia polimérica bem maior que os
outros € nao ¢ sintetizado no complexo de Golgi que ¢ uma organela de células eucarioticas;
jé& os sulfatados se unem covalentemente as proteinas do nicleo formando os proteoglicanos.
No organismo dos vertebrados, os fibroblastos, que sdo células que constituem a SFA sdo os

responsaveis pela sintese das fibras de coldgeno, elastina e do 4cido hialuronico 2%,

Tabela 1: Caracteristicas dos Glicosaminoglicanos

Galactose 6-sulfato + N-
acetil-D-Glucosamina 6-

Sulfato de Keratan 10.000 sulfato

Acido L-Idurénico 2-sulfato
Sulfato de Heparano 15.000 + N-acetil-D-Glicosamina

Acido D-Glicurdnico + N-

acetilgalactosamina 4-
Sulfato de Condroitina 4 25.000 sulfato

Acido D-Glicurdnico + N-

Sulfato de Condroitina 6 25.000 acetilgalactosamina 6-
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sulfato

Acido L-Idurénico + N-
acetilgalactosamina 4-

Sulfato de Dermatano 35.000 sulfato

Acido D-Glicurénico + N-
Acido Hialurdnico 1.000.000 Acetil-D-Glicosamina
Fonte: Adaptado de SELYANIN, 2015

Em condigdes fisiologicas e para uso na maioria das formulagdes, ele se encontra
como hialuronato de so6dio, de formula molecular C2sH44N2NaO»3, peso molecular de 799,64
g.mol™!, pH entre 5-7,7, densidade 1,78 g.cm™, ponto de ebuli¢do igual a 791,6 °C. Por estar
carregado negativamente, uma vez que o grupo carbonila (COQO") interage com o ion de sddio
(Na®) 11 atrai as moléculas de 4gua, sendo considerada uma molécula higroscopica, podendo

se ligar até 1000 vezes o seu peso em moléculas de 4agua 1281,

Sendo assim, quanto mais ligagdes entre moléculas de agua e de AH mais ligagdo de
hidrogénio sdo formadas, ligacdes cruzadas sdo realizadas gerando assim a reticulacdo da
molécula, expandindo de acordo com sua absor¢do de dgua. A partir deste fendmeno se da a

viscoelasticidade, isto ¢, a capacidade de se comportar de forma elastica e viscosa 32,

A viscoelasticidade ¢ uma propriedade reoldgica, deste modo ao se aplicar uma forca
em um fluido viscoelastico, o mesmo ird se deformar a uma taxa constante independente da
velocidade de aplicagdo, apds retirar a forg¢a ele retorna ao seu estado original de forma

gradativamente 1331,

4.3. Estudo do mecanismo

Para iniciar o estudo do mecanismo entre os carboidratos, ¢ importante ressaltar

algumas defini¢des, logo temos:

e Carbono assimétrico ¢ o carbono que apresenta na cadeia quatro ligantes diferentes, o
mesmo dita a estereosimeria e quantos estereoisdmeros o carboidrato pode ter;

e [Estereoisomeria ¢ o estudo do comportamento das substancias quando submetidas a
um feixe de luz polarizada, deste modo, ao analisar o carbono assimétrico e o grupo

OH (hidroxila) estiver a direita ele ¢ dextrogiro (D) e se for a esquerda ele ¢ levogiro

(L);
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e Estereoisdmeros sdao moléculas com as mesmas ligacdes quimicas e mesma formula

molecular, mas com diferentes arranjos no espago 41,

4.3.1. Mecanismo da Ligacao Glicosidica

O é4cido hialuronico ¢ constituido pela ligagdo glicosidica entre dois monossacarideos,
isto ¢, um grupo hidroxila de uma molécula de actcar reage com o carbono anomérico de

outra 1?8,

Para observarmos o mecanismo realizado na reagdo glicosidica, se deve passar o
carboidrato em questdo, da projecao de Fischer para perspectiva de Haworth, sendo a primeira
projecao quando a molécula € representada por interse¢des entre tragos verticais e horizontais,
esta que foi desenvolvida para estudar os isomeros dos carboidratos, e a segunda quando a

molécula é representa de forma ciclica, tridimensional (Figura 7) 241,

Figura 7: Glicose em projecao de Fisher e Perspectiva de Haworth

FHU
H—-C—O0OH 5CH,0H
HO—C—H
HJT—UH
H-C—OH

el

CH,OH

p-Glicose w-D-Glicopiranose
Projecao de Fisher Perspectiva de Haworth

Fonte: Adaptado de LEHNINGER, 2014

Desta perspectiva € possivel observar melhor o carbono anomérico (C1- aldose e C-
cetose), ou seja, o carbono derivado da carbonila apds a ciclizacdo, e enumerar o restante,
podendo assim definir entre quais carbonos acontecerd a ligacdo glicosidica e sua

configuragio %,

A configuracdo se da analisando a OH (hidroxila) que estd ligada ao carbono
anomérico, se ele estiver do lado oposto ao C6 (CH>OH), abaixo do plano do anel, sua
configuragdo ¢ a, caso ele esteja do mesmo lado do C6 (CH2OH), na parte superior do plano

do anel, a configuragio ¢é B [?%,
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O produto de interesse ¢ formado pela reacdo entre o acido D-glicuronico (GlcA) e N-
acetil-D-glicosamina (GIcNAc), analisando suas estruturas temos; que o hidrogénio da OH
ligada ao C3 da GIcNAc doa um proton (H') para a OH do carbono anomérico (C1) do GlcA,
desta forma a OH do C1 agora esta com oxigé€nio carregado positivamente e o oxigénio do C3
esta carregado negativamente, o mesmo ataca o carbono C1 e libera H>O, formando assim o
dissacarideo acido hialurénico, como pode ser observado no mecanismos apresentado na

figura 8 [281:

Figura 8: Mecanismo de formagdo do AH
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Apds a formagdo do glicosideo, molécula resultante da ligacao glicosidica, observa-se
que o mesmo possui um carbono anomérico livre (C1 da GIcNAc), isto é, uma extremidade
redutora, capaz de ser oxidada, sendo assim possivel que uma nova ligagdo glicosidica seja

realizada entre as moléculas disponiveis no meio, formando assim um biopolimero 28],

4.4. Obtenciao do AH

As primeiras fontes de obtencdo de AH sdo de origem animal, principalmente do
corddo umbilical e crista de galo, apresentando quantidades significativas do produto de
interesse, entretanto, possuem altos graus de impurezas, como proteinas, peptideos, lipidios,
acidos nucléicos, mucopolissacarideos e precursores de baixo peso molecular, sendo

necessario processos laboriosos de purificacio. !

Além da obtencdo de origem animal apresentar dificuldade no controle da massa
molar do polimero linear, existe também a questao da biosseguranga de produtos derivados de

animais, visto que existem restrigdes do seu uso, devido ao risco de infecg¢des virais. ¢!

Atualmente a principal fonte de obtencao ¢ pela fermentagao de microrganismos, por
apresentar maior rendimento, melhor controle e otimizagdo do processo, resultando em um

produto mais homogéneo e de favoravel purificagio.””!

As bactérias do género Streptococcus do grupo A e C, destacam-se por possuirem uma
capsula de AH ao redor da sua superficie, podendo ser observada pelo microscopio. A mesma
possui a funcionalidade de camufla-las do sistema imunolégico do seu hospedeiro, logo

classificada como patogénica, trazendo riscos bioldgicos.!®]

Deste modo, ainda que o processo de purificagdo possua alto valor em relagdo a rota
de obten¢do de origem animal, por necessitar de maior controle, visto que envolve fatores
primordiais para seu desenvolvimento, como o favorecimento das condigdes de sobrevivéncia
do microrganismo, conhecer qual a fase que o produto de interesse ¢ produzido, a temperatura

6tima, pH 6timo, entre outros, a via fermentativa é mais segura e favoravel industrialmente.[*®]

O processo fermentativo de microrganismo, ou seja, que depende do crescimento da
cultura microbiana, pode ser definido como um processo de conversdao de uma substancia em
um produto final, devido a uma reagdo catalisada por microrganismo (figura 9). O mesmo

pode ser desenvolvido tanto pelo processo batelada, quanto pelo processo continuo. [**]
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Figura 9: Fluxograma do processo fermentativo.

Matéria-prima

Preparacdo do
meio de cultura

Fermentacdo
{microrganismo)

Tratamento final

Produto e
subproduto

Fonte: A autora

No processo batelada, o sistema ¢ exercido de forma descontinua, em regime
transiente, que segunda a mecanica dos fluidos, diz sobre a variacdo das condigdes em alguns
pontos do fluido com o tempo 3. O processo se da pela carga (alimentagdo), reagdo e
descarga (produto final), em apenas um ciclo, logo, quando o produto final for retirado, o

biorreator deve ser alimentado novamente para que se inicie outra batelada.[*’]

Ja no processo continuo, ocorre em regime permanente, isto €, quando as propriedades
do fluido sdo invaridveis em cada ponto com o tempo [*3. O sistema opera de forma
ininterrupta, onde o biorreator ¢ alimentado continuamente e o produto descarregado
simultaneamente “°1. Estudos apontam que no caso do processo fermentativo para produgio
do AH, o sistema batelada ¢ o mais eficaz que o continuo ¢! a figura 10 apresenta a

diferenca entre os mesmos 4!,
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Figura 10: Diferenca de processo continuo e processo batelada.

Processo batelada Processo continuo

Fonte: Adaptado de
https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4280382/mod_resource/content/1/Conceitos%20b%C3%A1sicos%20e
m%20Engenharia.pdf

Uma cultura batelada passa por etapas que exigem monitoramentos minuciosos, visto
que, as condigdes ndo permanecem ideais por muito tempo e sendo de suma importancia

conhecer em qual delas se encontra o produto de interesse 4?/.

Existem fatores fisicos € quimicos que interferem no crescimento microbiano, logo
ditam as etapas e como o processo se desenvolvera. Sendo o pH, temperatura e pressao
osmotica considerados como fatores fisicos, € os nutrientes como fatores quimicos sendo

estes fontes de carbono, fontes de vitaminas, nitrogénio, entres outros !,

O processo fermentativo depende do crescimento microbiano, que passa por quatro

fases, sendo estas; a fase de laténcia, fase de crescimento exponencial, fase estaciondria e fase

de declinio, como apresentado no grafico 1, abaixo [*):
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Figura 11: Grafico da Curva de crescimento microbiano (Log do nimero de bactérias x

Tempo)
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Fonte: Adaptado de TORTORA, 2000

No grafico acima temos:
1. Fase Laténcia (lag)

Caracterizada por ser a fase inicial do processo, em que o 0s microrganismos estao se
adaptando as condigdes submetidas, ndo hd aumento de niimero, apenas de tamanho dos

individuos 3,

2. Fase de Crescimento Exponencial (log):

A fase log se trata dos microrganismos ja adaptados as condi¢des, absorvendo os
nutrientes, sintetizando, crescendo e se duplicando, apresentando assim o aumento do
crescimento do numero de individuos em funcao do tempo e alto potencial metabdlico, devido

a predominancia de células jovens 3],

Esta fase ¢ considerada essencial, j& que fornece dados fundamentais para estudos,

como fisiologia, cinética, quantidade de produto e taxa de crescimento exponencial.
3. Fase Estacionaria:

Nesta fase, os nutrientes ja estdo escassos, tendo assim um aumento dos produtos
toxicos, estabilizacdo do niimero liquido de individuos, isto €, a quantidade de células que
crescem ¢ equivalente a quantidade de células que morrem, e a sintese de metabolismo

secundarios, como antibidticos e enzimas 3!,
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4. Fase de Declinio (morte celular):

Na ultima fase a quantidade de células que morrem ¢ maior que a quantidade de
células que crescem, deste modo, apenas os microrganismos mais resistentes sobrevivem,
fazendo assim com que a propria cultura se esterilize. E importante salientar que a durago da

mesma é variavel, visto que depende do tipo de microrganismo 43!,

4.4.1. Metodologias para obtenciao do AH:
I) Meétodo de extragao de origem animal:
L.I)  Materiais e Reagentes:

— Crista de galo ou corddao umbilical;
— Agua destilada;

— Propanona;

— Cloroférmio;

— Etanol 95%,

— Triturador;

— Centrifuga.
L.II) Procedimento Experimental:

Inicialmente, higieniza-se a matéria-prima, fazendo de 5 a 10 lavagens com uma
solu¢do, podendo ser esta uma mistura de agua e propanona, etanol e cloroférmio ou etanol
95%, deste modo, assegurando que todo o sangue foi retirado, visto que, a presenca de ions de
ferro e cobre promovem mecanismos de radicais livres, resultando em destrui¢ao enzimatica e
oxidativa do AH. Apds este processo, pode-se armazenar por até 24 meses conservada em

etanol 95%, com temperatura entre 4 - 22°C.

Em seguida, as cristas ou corddes devidamente higienizados devem passar pelo
processo de homogeneizagdo, que pode ser realizado com o auxilio de um triturador ou
moinho de bolas, permitindo assim uma maior superficie de contato e melhor extragcdo do

produto de interesse.

A proxima etapa consiste na adicdo de agua e centrifugagdo da mistura. Neste caso, o

produto de interesse estd no sobrenadante, onde se deve adicionar etanol 95%, precipitando

assim o AH 4
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Esta metodologia se baseia na primeira extragdo realizada em 1979, por Balazs, que
foi usada industrialmente por muito tempo, que consistia em congelar as matérias de origem
animal, extrair com agua e precipitar o AH com solventes organicos, como apresentado na

figura 11 431,

Figura 12: Fluxograma da extragdo de AH de origem animal.

Precipitacdo com
solvente organico

Material orginico Higienizacdo e » Extragio com H.O -
contendo AH Homogeneizacdo 2

Fonte: Adaptado de BALAZS, 1979

IT) Rota fermentativa do Streptococcus zooepidemicus

Este modelo ¢ baseado em um trabalho publicado em setembro de 2018 no Blucher
Proceedings, designado “PRODUCAO DE ACIDO HIALURONICO: MODELAGEM DO
CULTIVO DE STREPTOCOCCUS ZOOEPIDEMICUS”, realizado pela parceria entre a
Universidade Federal de Sao Carlos e Universidade Estadual de Campinas, e suas respectivas

Faculdades de Engenharia Quimica 4!,

Figura 13: Trabalho “Producao de acido hialuronico: Modelagem do cultivo de

Streptococcus zooepidemicus”
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RESUMO — Acido hialurdnico (AH) é wm biopolimera de grande interesse comercial,
produzido imdustrialmente por cultivo submerso de bactérias. Foi desenvolvido neste trabalho
wm medelo para a produgdo de deido hialurdnico usande Streptococcus zooepidemicus em
biorreator tipo tanque agitado usando glicose e peptona de soja como meio de cultivo. Este
modelo considerouw a produgdo de acetato e o consumo de lactato, compostos importanies do
metabolismo celular. O modelo conseguiu descrever bem os dados experimentais e pode ser
utilizade para simudacdes e otimizagde in silico da produgdo de AH.

Fonte: HARTH, 2018
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I1.I) Materiais e Reagentes:

— Streptococcus zooepidemicus,
— Glicose;
— Peptona de soja;

— Biorreator de tanque agitado.
IL.IT) Procedimento Experimental

Primeiramente é necessario preparar o meio de cultura, onde se cria um ambiente
propicio para cultivo dos microrganismos, visto que estdo fora do seu habitat, fornecendo os
nutrientes adequados. Geralmente os microrganismos sdo fornecidos por centros biologicos
responsaveis pela conservacdo dos mesmos, como o caso deste trabalho, onde Streptococcus
zooepidemicus foi cedido pelo Laboratdrio de Desenvolvimento de Processos Biotecnologicos

— FEQ/UNICAMP.

Logo, adicionou-se a um biorreator tipo tanque agitado em batelada o meio de cultura,
constituido por Streptococcus zooepidemicus, glicose em uma concentragio de 70 g.L' e
peptona de soja 113,32 g.L'!, tendo como pH 6timo 7, temperatura 6tima de 37°C e 97% de

oxigénio saturado.

Para monitorar as condi¢des fisicas necessarias para eficacia do processo, utilizou-se
software SUPERSYS HCDC, j& para acompanhamento do desenvolvimento da reacgdo, a fim
de analisar a concentragdo celular, retirou-se amostras e as analisou por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, em uma coluna Aminex HPX-87H com H>SOs 4 mM a 0,6
mL/min e 65 °C 146,

ILIIT) Resultados e discussoes:

O uso do tanque agitado e saturacdo de oxigé€nio sdo imprescindiveis, pois o AH ¢
caracterizado pela sua alta viscosidade, logo possui uma baixa oxigenagdo no meio que

dificulta a agitagio 6],

Observou-se que a formacdo de AH dependia diretamente do consumo de glicose,
seguindo os fatores fisicos e quimicos propostos para um bom desenvolvimento do processo

[46]

Existe um mecanismo muito utilizado para aumento de producdo de qualquer

biopolimero que dependa do crescimento microbiano. A metodologia consiste em ameacar o
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microrganismo, colocando em situacdo de estresse, como alterar meio para basico ou acido,

visto que para que o mesmo se comporte bem necessita seguir as condi¢cdes Otimas estudadas
[61]

Segundo um estudo realizado pelos cientistas Armstrong e Johns, quando o
Streptococcus zooepidemicus € submetido ao meio alcalino intermitente, numa faixa de pH 7-
8,5 e baixa aeracdo, sua producdo de AH aumenta 30%, tendo que o seu pH 6timo é de 7 e
necessita de 97% de saturagdo. Ao se sentir ameacado, o Streptococcus zooepidemicus

sintetiza uma capsula de AH para se camuflar [6!],

4.5. APLICACOES

Intuitivamente se assimila o AH a industria estética, entretanto, este possui amplas
aplicagdes devido suas caracteristicas fundamentais, sendo estas a biocompatibilidade,
higroscopicidade, viscoelasticidade, ndo imunogenicidade, sua capacidade de se degradar sem
liberar toxicidades e sua ampla faixa de MM, visto que o tamanho do fragmento da molécula
direciona o tipo de aplicagdo. Logo, além da dermatologia, se destaca também na

oftalmologia e traumatologia. Estas e outras aplicagdes podem ser observadas na figura 12 (4!,

Figura 14: Aplicagdes biomédicas do AH
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Fonte: Adaptado de OLIVEIRA, 2016
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4.5.1. Dermatologia:

A industria da beleza juntamente com a busca incessante pelo rejuvenescimento, faz
com que aumente a demanda por técnicas mais seguras, menos invasivas e eficazes, dentre
estas, se destaca o uso do acido hialurdnico injetavel, atuando no preenchimento dos sulcos e
areas do rosto que necessitam de reposi¢do de volume, hidratando, devolvendo elasticidade e

o aspecto saudavel a pele, devido a sua alta higroscopicidade .

Atualmente o AH n3o ¢ encontrado somente como injetavel, mas também de uso
topico ou oral, estd presente em nosso cotidiano, compondo diversas formulagdes, como de
shampoos, hidratantes (capilares, corporais, faciais e labiais), séruns, géis, cremes anti-idade,
entre outros tantos produtos das linhas de higiene, limpeza, maquiagens e outros produtos

cosméticos !

Sabendo-se que a pele produz cerca de 56% do 4cido hialurdnico presente no
organismo humano, producdo esta que sofre decaimento apds os 30 anos, pois o corpo
comecga a ter dificuldade para repor o material extracelular desgastado, tendo assim o
aparecimento de rugas, marcas de expressoes mais fortes e perda do brilho, os preenchedores
dérmicos a base de AH se sobressaem dos demais por sua seguranca e biocompatibilidade, ja
que ao ser inserido na derme ele ¢ reconhecido pelo organismo, se tratando de um &cido

reabsorvivel de forma natural, logo raramente causando alergia, edemas ou reagdes adversas
[47]

Sua alta procura também se deve por ser considerada uma técnica minimamente
invasiva; seu resultado imediato e natural; durabilidade média de 4 a 6 meses, podendo chegar
até a 12 meses dependendo da finalidade; sua versatilidade de aplicagdes, pois a maioria das
técnicas sdo direcionadas para a regides dos olhos, j& o AH pode ser aplicado também nos
labios, queixo, orelha e maos, promovendo assim hidratacdo e rejuvenescimento, além do

mesmo apos ser absorvido estimular a produgio de colageno do proprio organismo 47,

A quantidade de AH em gel injetavel depende do resultado buscado pelo paciente e da
avaliacdo profissional, variando de 1 a 3 mL de AH por regido, sendo aplicado com auxilio de
seringas, agulhas finas e cremes anestésicos. Ao ser inserido na derme, as moléculas de AH se
ligam as moléculas de agua, promovendo assim volume desejado e a hidratagdo, como

apresentado na figura 13 (48],
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Figura 15: Antes e depois da aplicacdo do AH em gel.

Fonte: Adaptado de https://clinicawulkan.com.br/

.

E importante ressaltar que os procedimentos estéticos com AH e quaisquer outro
produto injetavel, deve ser realizada apenas por profissionais autorizados e capacitados, em
clinicas reconhecidas pela Vigilancia Sanitaria, sendo permitido até o presente momento

médicos especialistas em estética, dermatologistas, biomédicos e cirurgido plastico 7).

O AH topico, ou seja, aplicado na superficie da pele, cabelo ou couro cabeludo, vem
ganhando o mercado mundial, principalmente durante a pandemia da COVID-19, quando as
rotinas de skincare e cronograma capilares se popularizaram, propagadas pelas redes sociais,
passando a fazer parte da rotina de pessoas de diversas classes sociais, pois a molécula tdo
desejada ¢ encontrada em cosméticos com uma ampla faixa de pregos, deste modo
contribuindo para a melhoria da autoestima, bem-estar e saide mental, visto que essas

sensagdes sdo proporcionadas pela liberagdo do horménio endorfina (4%,

No uso topico do AH, os efeitos se concentram majoritariamente sobre a superficie
cutanea, hidratando e prevenindo seu ressecamento, tendo que sua molécula possui uma
ampla faixa de MM, os fragmentos maiores ficam retidos na superficie, constituindo uma
pelicula temporaria na pele ao capturar as aguas do meio externo e os fragmentos menores

conseguem penetrar € promover leve hidratagdo com as moléculas de 4gua do meio interno,
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logo se trata de um método ndo invasivo, mais acessivel e que necessita de aplicacdo didria
[50]

Ja o uso oral € pouco conhecido, os estudos sobre 0 mesmo relatam menor eficacia
quando comparado aos métodos citados anteriormente, entretanto os suplementos derivados
de AH beneficiam ndo somente a derme, mas também as articulagdes, cabelos e tenddes
quando consumidos diariamente a longo prazo. O mecanismo de agdo do AH oral também
segue a lei do tamanho dos fragmentos de sua molécula, logo quanto menores forem os

fragmentos constituintes do suplemento, melhor ser4 sua absor¢io no intestino ',

A dose diaria recomendada ¢ de 120 mg, os resultados comecam a aparecer a partir de
3 meses de uso continuo, sdo mais eficazes quando alinhados com alimentagdo equilibrada.
Os suplementos podem ser encontrados em p6 ou em capsulas, geralmente compostos por AH

em maior propor¢io, colageno hidrolisado e vitamina C 1,

4.5.2. Oftalmologia

As aplicagdes desta biomolécula, vem sendo cada vez mais empregada na
oftalmologia e nas suas diversas subespecialidades, devido sua viscoelasticidade e
biocompatibilidade, tendo que a mesma ¢ um constituinte fundamental dos tecidos oculares,

como a cornea, esclera e humor vitreo, como apresentado na figura 14 521,

Figura 16: Anatomia do olho humano
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Fonte: Adaptado de https://www.opticalucas.pt/index.html

Dentre as varias aplicagdes, a que primeiro se destacou foi seu uso em cirurgias
intraoculares, como na extracdo da catarata, esta que ¢ uma lesdo ocular no cristalino que o
deixa opaco, retendo assim a passagem de luz até a retina, fazendo com que o paciente tenha
uma visdo embasada ¢ em casos mais graves, perda de visdo. Pode ser desencadeada pelo

envelhecimento, pancadas ou genética, tendo como tnica forma de tratamento a cirurgia 1>,

Atualmente existem duas formas de cirurgias para a substitui¢do do cristalino por uma
lente artificial, podendo entdo optar por retird-la por inteiro ou por facoemulsificacdo, esta
ultima que € realizada com o auxilio de um aparelho que tritura e aspira o cristalino, exigindo

menor corte, logo sendo menos invasiva 1%,

Ambas as técnicas contam com a assisténcia e protecao que o AH pode ofertar devido
sua viscoelasticidade, deste modo adiciona-se solugdo NaAH no local da cirurgia, que ¢
extremamente delicado e limitado, a fim de criar um espago intraocular, permitindo a
realizacdo das manobras necessarias durante o procedimento e protegendo o endotélio

corneal, que se trata de uma pelicula interna da cornea 54,

Além das cirurgias intraoculares, ele também ¢ empregado em plasticas oculares,
desordens na superficie ocular e estudos apontam até em um possivel substituto do humor

vitreo 1,

Sua aplicacdo na plastica ocular ¢ semelhante a dermatologia, pois consiste injetar AH
em gel em palpebras inferiores com dificuldades de retracao, atuando no preenchimento da
lacuna da palpebra, devolvendo seu movimento, permitindo menor exposi¢do ocular,
diminuindo assim possiveis inflamagdes na cornea e até uso de lubrificantes, técnica que

apresentou durabilidade de 6 meses 7.

As desordens da superficie ocular, sdo causadas por algum disturbio que levou a falta
de lubrificagao natural dos olhos, como caso de olho seco, deste modo o tratamento consiste
em gotejar solucdo de NaAH 0,1% no olho. Segundo os estudos, obtiveram significativos

resultados além da lubrificacdo imediata, como um maior controle dos sintomas rotineiros ¢!,

J& a substitui¢do do humor vitreo pelo biopolimero, tem como embasamento o fato
dele ser seu maior constituinte, sendo assim biocompativel, ndo imunogénico, incolor, tendo
todas as caracteristicas desejadas 1), além do primeiro isolamento da molécula de AH ter sido

realizada de um humor vitreo bovino, em 1934 171,
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O experimento proposto por Kummer et al., consistia em formular uma solu¢do com
NaAH, agar e agua deionizada, esta que finalizada possui aparéncia similar ao humor vitreo,
comportamento hidrodinamico prospero, porém ndo foram realizadas teste in vitro € nem in

vivo B,

4.5.3. Traumatologia

A viscossuplementagdo ¢ uma técnica considerada segura e eficaz a longo prazo, que
corresponde a aplicacio de AH para corrigir desgaste da cartilagem nas articulagdes ', tendo
como principal agente a osteoartrose (figura 15), doenga de carater inflamatorio e

degenerativo, caracterizada pela dor e comprometimento da mobilidade [°%].

Figura 17: Diferenga entre um joelho normal e um com osteoartrose.
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Fonte: Adaptado de https://icote.com.br/artigos/joelho/osteoartrose-do-joelho//

Os primordios desta técnica se encontram na década de 70, quando as primeiras
aplicacdes do AH foram realizadas em articulagdes de cavalos de corrida que sofriam de

artrite, doenga caracterizada apenas pela inflamagio, obtendo bons resultados %],

Com o avango dos estudos, foi possivel confirmar que ao se injetar AH na diartrose,
que ¢ a articulagdo sinovial, ele ndo s6 restaura as propriedades do liquido sinovial, como atua
o regenerando, estimulando o metabolismo, prevenindo a degradacdo da SFA, inibindo

futuras lesdes e inflamagdes 1.
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Neste caso, a alta viscosidade ¢ de grande interesse, logo quanto maior for o fragmento
da molécula de AH, mais ligagdes com a dgua serdo realizadas, formando uma solu¢do bem
viscosa, garantindo o amortecimento dos choques entre os ossos, exatamente o papel da
cartilagem nos organismos, restaurando as propriedades reoldgicas, até mesmo retardando

cirurgias protéticas [0,

5. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento do presente trabalho permitiu a contextualizagdo da molécula de
acido hialurdnico, podendo concluir que a mesma ¢ uma molécula versatil e de alta relevancia
devido suas propriedades fundamentais, sendo estas a biocompatibilidade, higroscopicidade,
viscoelasticidade, ndo imunogenicidade, sua capacidade de se degradar sem liberar

toxicidades e sua ampla faixa de MM.

Sua descoberta foi um grande avango na medicina, trazendo beneficios ndo somente
para a dermatologia, mas também para oftalmologia e traumatologia. Os tratamentos
realizados com o mesmo tém sido considerados eficazes, seguros, apresentando resultados

satisfatorios.

O AH Injetavel ¢ um procedimento ndo cirurgico, minimamente invasivo, estético

terapéutico temporario, de consideravel durabilidade, podendo ser de até 6 meses.

O uso topico estd cada vez mais presente a acessivel a toda sociedade, contribuindo

nao somente para a saude da pele, mas também para a satide mental.

A obtencdo via fermentacdo com Streptococcus zooepidemicus ¢ interessante,

entretanto os estudos continuam, visto que se trata de um microrganismo patogénico.
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